EL E ^K JR Acta Entomologica Sinica, July 2016, 59(7) : 724 -731 doi : 10. 16380/j. kexb. 2016. 07. 004 











zÆ miRNA Novel-31 上 调 溶血 素 基 因 的 表达 
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摘要 :【 目的 】 Novel-31" 是 在 家 乔 质 型 多 角 体 病毒 (Bombyx mori cytoplasmic polyhedrosis virus, 
BmCPV) 感染 的 家 看 中 发 现 的 一 个 差异 表达 miRNA。 本 研究 旨 在 验证 Novel-31 对 其 靶 基 因 表 达 
的 调控 作用 ,以 便 进一步 研究 miRNA 及 其 靶 基 因 在 昆虫 免疫 调节 中 的 作用 。【 方 法】 用 生物 信息 
学 方法 预测 Novel-31" 85 Xe JE EJ ,荧光 定量 PCR. 分 析 Novel-31 "及 其 靶 基 因 在 家 蚕 感染 BmCPV 后 
不 同时 间 点 的 表达 变化 ;构建 miRNA 慢 病 毒 表达 载体 和 靶 基 因 慢 病毒 表达 载体 , 转 染 293T 细胞 ， 
同时 合成 Novel-31 * mimics 转 当 家蚕 培养 细胞 BmN ,使 用 荧光 定量 PCR 检测 Novel-31* 对 靶 基 因 
表达 的 调控 作用 。【 结 果 】 生 物 信 息 学 方法 预测 发 现 ,溶血 素 基 因 是 Novel-31 " $5 3e XE B] ,其 结合 位 
点 位 于 溶血 素 基 因 的 5' UTR 区 域 。 荧 光 定 量 PCR 分 析 表 明 , Novel-31" 及 溶血 素 基因 在 感染 
BmCPV 的 家 看 血 淋巴 细胞 中 呈现 明显 的 上 调 表 达 。 荧 光 定 量 PCR 检测 表明 ,在 Novel-31* 1€ 35 
表达 载体 和 溶血 素 基因 5'UTR 慢 病毒 表达 载体 转 染 的 293T 细胞 中 和 在 转 米 Novel-31”mimics 的 
ZA BmN 细胞 中 ,溶血 素 基因 都 上 调 表 达 。[【 结论 】 溶血 素 基 因 是 miRNA Novel-31° 的 靶 基 因 ， 
Novel-31 "与 溶血 素 基因 5'UTR 结合 ,上 调 溶血 素 基 因 的 表达 。 
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microRNA Novel-31* up-regulates the expression of hemocytin gene in 


the silkworm, Bombyx mori 


SHI Li-Li', GENG Tao', WU Ping, PAN Zhong-Hua^, QIN Guang-Xing', GAO Kun', HOU Cheng- 
Xiang', GUO Xi-Jie"* (1. School of Biotechnology, Jiangsu University of Science and Technology, 
Zhenjiang, Jiangsu 212018, China; 2. School of Biology and Basic Medical Science, Soochow 
University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 

Abstract: [Aim] Novel-31* is one of the miRNAs identified in the silkworm ( Bombyx mori ) larvae 
infected by B. mori cytoplasmic polyhedrosis virus ( BnCPV). This study aims to predict its target genes 
and verify its function in regulation of target gene expression, so as to further study the roles of miRNAs 
and their target genes in insect immune regulation. [ Methods] The putative target genes of miRNA 
Novel-31* were predicted by bioinformatics approach, and the expression patterns of Novel-31 " and the 
predicted target gene were detected using real-time quantitative PCR at different time points in the 
silkworm larvae infected by BmCPV. Lentiviral expression vectors respectively expressing Novel-31 * and 
the target gene were constructed and transfected into 293T cells. At the same time, Novel-31" mimics 
was synthesized and transfected into silkworm cell line BmN. The regulation of Novel-31 * on target gene 
expression was verified by real-time quantitative PCR. [Results] Bioinformatics analysis predicted that 
hemocytin gene is one of the putative target genes of Novel-31 * and its 5' UTR region is the binding site for 


Novel-31*. Real-time quantitative PCR analysis indicated that the expression levels of both Novel-31 * 
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and the hemocytin gene were up-regulated obviously in the hemolymph of silkworm larvae infected with 


BmCPV. Lentiviral expression vectors respectively expressing Novel-31" and the 5' UTR region of 


hemocytin gene were successfully constructed and transfected into 293T cells. Real-time quantitative PCR 


detection verified that Novel-31* up-regulated the target gene expression. Furthermore, transfection of 


Novel-31 * mimics into silkworm cell line BmN also resulted in the up-regulation of expression of the 


hemocytin gene. [Conclusion] Hemocytin gene is a target gene for miRNA Novel-31 ”. 


Novel-31 * can 


bind to the 5' UTR region of the target gene and up-regulate obviously its expression. 


Key words: Bombyx mori ; miRNA; Novel-31 " ; target gene; lentiviral expression vector; hemocytin 





微小 RNA(CmiRNA) 是 一 类 内 源 性 非 编 码 的 单 
链 RNA 分 子 , 长 度 约 20 ~25 bp, 由 一 段 具 有 发 夹 结 
构 的 单 链 RNA 分 子 前 体 (pre-miRNA ) 剪 切 后 生成 
( Ambros, 2004) 。miRNA 通过 与 mRNA 的 结合 , 调 
控 生 物 的 多 种 生理 过 程 (Carrington and Ambros, 
2003), KÆ Bombyx mori JERA H ER, ER E E 
要 的 经 济 昆 虫 , 是 研究 生物 发 生 、 分 化 .生长 发 育 以 
及 调节 遗传 和 变异 的 模式 生物 之 一 (Willis et al., 
1995)。 在 家 看 的 各 个 发 育 时 期 已 发 现 大 量 miRNA 
(Cao et al., 2008; He et al., 2008; Yu et al., 
2008) ,表明 家 看 的 miRNA 对 家 看 生 长 发 育 起 到 重 
要 的 调控 作用 ( 刘 悦 ,2013 ) 。 本 实验 室 前 期 研究 中 
对 家 和 蛋 质 型 多 角 体 病毒 B. 
polyhedrosis virus ( BmCPV ) 感染 的 家 看 中 上 肠 进 行 
Solexa 测序 发 现 数 条 新 的 miRNA ,这 些 新 的 miRNA 
呈现 差异 表达 ( Wu et al., 2013) 。 本 研究 选择 其 中 
一 条 新 发 现 的 miRNA Novel-31* ,经 生物 信息 学 分 
析 发 现 溶血 素 ( hemocytin ) 基因 可 能 是 其 靶 基 因 。 
家 香洲 血 素 是 典型 的 C 型 昆虫 凝集 素 , 与 血管 性 血 
友 病 因子 具有 同 源 性 (Kotani et al., 1995) , C 型 凝 
集 素 在 免疫 系统 识别 病原 体 方 面 发 挥 重要 作用 
(Rao et al., 2015) , Arai 等 (2013 ) 研究 发 现 家 看 溶 
血 素 可 由 家 鼻 粒 细胞 产生 ,参与 家 和 蛋 免 疫 中 的 结 节 
作用 ,是 胞 间 纤 维 结构 的 重要 组 成 部 分 。 鳝 却 目 昆 
虫 凝 集 素 主要 是 在 幼虫 - 师 阶 段 发 挥 作 用 ( 蒋 却 靶 ， 
2006) 。 本 研究 主要 通过 构建 慢 病 毒 表达 载体 ,在 
细胞 内 验证 miRNA Novel-31 * 对 高 基因 家 大 溶血 素 
基因 表达 的 调控 作用 ,以 期 进一步 研究 miRNA 在 昆 
虫 抗 病毒 免疫 中 的 作用 及 其 机 制 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 
AC SR P50 及 家 乔 质 型 多 角 体 病毒 ( BmCPV) 
由 中 国 农业 科学 院 乔 业 研 究 所 家 从 病理 室 保存 。 








293T 细胞 由 福建 师范 大 学 南方 医学 研究 中 心 陈 发 
JOZE., KE BmN 细胞 由 本 实验 室 保 存 。 慢 病 
毒 载体 pLKO. 3G 以 及 包装 质粒 pMD2. G 和 
pSPAX2 购 自 Addgene 公司 , 慢 病毒 载体 pLNHX 和 
包装 质粒 pVSV-G Hi EKR SE UR Tf. KÆ miRNA 
Novel-31 " mimics 及 阴性 对 照 (negative control, NC) 
由 苏州 吉 玛 基因 股份 有 限 公 司 合成 。miRNA 转 染 
试剂 NEOFECT"" siRNA Transfection Reagent 购 自 零 
客 创 智 北 京 生 物 科技 有 限 公 司 。 总 RNA 提取 试剂 
fx T4 连接 酶 、Taq 聚合 酶 及 转 染 试剂 CenFectin W 
自 北京 博 凑 科 为 生物 科技 有 限 公 司 。 限 制 性 内 切 酶 
购 自 Thermo Scientific" 公司 。RNAiso for Small 
RNA 试剂 盒 . 荧 光 定 量 PCR 试剂 盒 SYBR? Premix 
Ex Taq'" II (Tli RNaseH Plus) 及 反 转 录 试 剂 盒 
PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
( Perfect Real Time) 购 自 TaKaRa 7x HJ; DMEM 培养 
基 购 自 Cibeo™ 公 司 。 胎 牛 血清 FBS 购 自 Sigma 公 
司 ,TC100 昆虫 培养 基 购 自 AppliChem GmbH 公司 。 
引物 合成 及 测序 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 完成 。 
1.2  Novel-31 ' 靶 基 因 预 测 

使 用 NCBI (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/) 
Blast 功能 及 RNA Hybird 软件 预测 Novel-31 * HE 
基因 。 我 们 前 期 研究 中 测定 的 miRNA Novel-31 * JF 
列 为 CTATACACTACCGTTACCGGC (Wu et al., 
2013) ,根据 miRNA 种 子 序列 与 靶 基 因 配 对 情况 以 
及 miRNA 与 靶 基 因 结 合 自由 能 ( 低 于 - 20 kcal/ 
mol ) fii ot [pe o 8 AE [A] o 
1.3 家蚕 接种 感染 BmCPV 及 组 织 收集 

WZA P50 5 龄 第 1 天 幼虫 200 头 ,分 为 实验 
组 与 对 照 组 。 实 验 组 将 病毒 多 角 体 悬浮 液 涂 布 于 又 
叶 上 饲 喂 家 乍 幼虫 , 待 添 毒 叶 食 净 后 改 饲 正常 桑 叶 ， 
平均 每 头 鼻饲 喂 感 染 约 80 万 个 BmCPV 多 角 体 ,对 
照 组 添 食 等 量 生 理 盐 水 。 分 别 于 感染 后 6, 12, 24， 
48, 72 和 96 h 收集 两 组 家 看 中 肠 及 血 淋 巴 。 每 个 
时 间 点 解剖 15 AE, RES 头 为 一 组 ,实验 组 与 对 照 
组 分 别 设置 3 个 重复 。 样 品 保存 于 -80% 备用。 
































726 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 59 35 





1.4 Stem-loop qRT-PCR 检测 家 乔 Novel-31 的 表达 
根据 TaKaRa 公司 的 RNAiso for Small RNA 试 
剂 盒 说 明 书 提取 家 春 中 肠 组 织 及 血细胞 的 小 RNA， 
用 反 转 录 试 剂 盒 PrimeScript”RT Reagent Kit 及 特 
异性 反 转 录 引 物 进行 反 转 录 , 按 照 区 光 定 量 PCR TX 
剂 盒 SYBR® Premix Ex Taq™ II 说 明 书 ,采用 Stem- 
loop qRT-PCR 检测 Novel-31 * B9 3€ 3s ( Chen et al., 
2005 ) 。 实 验 均 设 3 个 重复 ,家 不 U6 snRNA 作为 
miRNA 定量 表达 分 析 内 参 基 因 , 反 应 条 件 :95Y 预 
变性 10 min,95% 变性 15 s,61% 退火 31 s,45 个 循 
环 进行 扩 增 。N-31 反 转 录 特 异性 引物 为 :CTCAAC 
TGGTGTCGTGGAGTCGGCA ATTCAGTTGAGGCCGGT ,, 
Stem-loop qRT-PCR 5| 4] 3l Jy : N31 * -F; 5'-ACAC 
TCCAGCTGGGCTATACACTACCGT-3'; N31 *-R; 5'- 
TGGTGTCGTGGAGTCG-3', U6-F; 5'-CGTATACTAA 
AATTGGAACGATACAG-3'; U6-R; 5'-ATTTTGCGTG 
TCATCCTTGC-3', 3& JH 2.7559 1; 43: Jr HC ( Livak 
and Schmittgen , 2001) 。 
1.5 慢 病 毒 表达 载体 构建 
1.5.1 Novel-31 慢 病 毒 表 达 载 体 构 建 : 以 家 看 
miRNA cDNA 为 模板 ,设计 合成 Novel-31 ”前 体 序列 
AATTCTATACACTACCGTTACCGGCCTCGAGGCCGG 
TAACGGTAGTGTATAGTTTTTTTAT 及 其 反 义 链 AA 
AAAAACTATACACTACCGTTACCGGCCTCGAGGCCG 
GTAACGGTAGTGTATAG (其 中 Novel-31* 序列 为 
CTATACACTACCGTTACCGGC) ,体外 退火 形成 双 链 ， 
与 经 EcoR I 及 Pac 1 双 酶 切 的 空 质粒 pLKO. 3G 相连 ， 
曾 过 双 酶 切 验 证 及 测序 证 明 连 接 正 确 ,将 该 Novel-31” 
慢 病 毒 表达 载体 命名 为 pLKO. 3G-miR-N31* 。 
1.5.2 溶血 素 基因 5'UTR 慢 病毒 表达 载体 构建 ; 
根据 预测 的 溶血 素 基 因 (GenBank 登录 号 : NML 
001111347.1)5' 非 翻译 区 Novel-31 * 的 结合 序列 , 设 
计 并 合成 一 对 引物 UTR-F 及 UTR-R , 1426 2€ cDNA 
为 模板 , 扩 增 出 溶血 素 基因 5'UTR 序列 ,与 GST 标 
签 链接 。 双 酶 切 纯化 PCR 产物 ,与 经 Not I 和 BamH 
LX REI RS pLNHX 空 质 粒 连接 ,通过 双 酶 切 验 证 及 
测序 表明 连接 正确 ,并 将 该 溶血 素 基 因 5'UTR 慢 病 
毒 表达 载体 命名 为 pLNHX-UTR-GST。 引 物 序 列 如 
F: UTR-F: 5'-GCGGCCGCATACCAAATTAAAAAT- 
3'; UTR-R; 5'-GTCGACTGGAAGTCGGAATCCGCT- 
3'. GST-F; 5'-GTCGACGATGTCCCCTATACTAGG- 
3'; GST-R: 5'-GGATCCTTAATCCGATTTTGGAGGAT 
G-3'。 下划线 部 分 分 别 为 限制 性 内 切 酶 Not 1, Sal I 
和 BamH I 酶 切 位 点 。 
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1.6 重组 质粒 pLNHX-UTR-GST X pLKO. 3G- 
miR-N31 * 转 染 293T 细胞 

转 染 前 1 d 将 293T 细胞 分 到 60 mm 细胞 培养 
于 中 ,确保 细胞 密度 5096 ~ 60% ,根据 转 染 试剂 
GenFectin™ 使 用 说 明 书 进行 转 染 。 具 体 实验 操作 如 
下 : 取 10 pg 重组 质粒 pLNHX-UTR-GST 及 包装 质 
Ti pVSV-G 加 入 到 200 uL 150 mmol/L NaCl 溶液 ， 
充分 混 匀 ; 取 4 kL 转 染 试剂 CenFectin “加 入 200 
uL 150 mmol/L NaCl 溶液 中 ,室温 放置 5 min; f E 
述 两 种 溶液 混 匀 ,室温 放置 15 min; 然 后 将 上 述 混合 
物 逐 滴 加 入 细胞 培养 下 中 , 轻 轻 混 匀 ,24 h 后 更 换 
新 鲜 的 DMEM 培养 基 。 分 别 于 24 及 48 h 后 收集 细 
胞 , 抽 提 总 RNA, 使 用 qRT-PCR 检测 转 染 结果 。 将 
转 染 成 功 的 293T 细胞 分 为 对 照 组 和 实验 组 ,实验 组 
转 染 重 组 质粒 pLKO. 3G-miR-N31 * 10 pg 包装 质粒 
pMD2. G 7.5 ug 及 pSPAX2 2.5 ug, 对 照 组 转 染 空 
质粒 pLKO. 3G 10 ug 包装 质粒 pMD2. G 7.5 pg 及 
pSPAX2 2.5 ugo 24 h 后 观察 绿色 荧光 蛋白 EGFP 
在 293T 细胞 中 的 表达 情况 ,分别 在 24 和 48 h 收集 
细胞 ,使 用 效 光 定量 PCR 检测 Novel-31 " x YEA [4] 





























溶血 素 的 表达 调控 。 
1.7 实时 荧光 定量 PCR 检测 溶血 素 基 因 及 GST 
标签 的 表达 


根据 北京 博 凌 科 为 生物 有 限 公 司 总 RNA 提取 
试剂 盒 说 明 书 提取 试验 样品 (家 和 蛋 中 肠 、 血 淋巴 、 
293T 细胞 以 及 BmN 细胞 ) 总 RNA ,用 反 转 录 试 剂 盒 
PrimeScript" RT Reagent Kit 进行 反 转 录 反 应 。 按 
照 荧 光 定 量 PCR 试剂 盒 SYBR® Premix Ex Taq™ II 
说 明 书 进行 9RT-PCR。 实 验 均 设 3 个 重复 , 内参 为 
ZE paan 基因 或 新 霉 素 基因 Neo。 反 应 条 件 : 
95*C 预 变 性 10 min ,95% 变性 15 s,61% 退火 34 s, 
45 个 循环 进行 扩 增 。 依 据 NCBI 上 登录 的 家 看 PB- 
actin ( GenBank 登录 号 : NM001126254. 1)、 家 看 
hemocytin ( GenBank 登录 号 : NM_001111347. 1) 基 
的 翻译 区 序列 以 及 pGEX-KG 载体 上 的 gst E 
序列 和 pLNHX 载体 上 的 新 霉 素 基因 neo 序列 ,采用 
Primer 5. 0 软件 设计 荧光 定量 PCR 引物 分 别 为 : 
Bactin-F: 5 -CCCTATCCCAAAGCCAAATCA-3 ;Bactin- 
R: 5'-TTGGAAGGTAGAGAGGGAGG-3', hemocytin- 
F: 5'-AGCCGCTACCCAAACCTAAT-3'; hemocytin- 
R: 5'-CGGTCTCTTTCGGAGTCTTG-3', neo-F; 5'-C 
GACCACCAAGCGAAACATC-3'; neo-R: 5'-TGATA 
TTCGGCAAGCAGGCA-3', gst-F; 5'-GTGCAACCCA 
CTCGACTTCT-3'; gst-F; 5'-TCTGCACGCTCTTTTGG 
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ACA-3', 3X JH 2- 人 YY 法 分 析 数 据 ( Livak and 
Schmittgen, 2001) 。 
1.8 Novel-31* mimics 转 染 家 和 大 BmN 细胞 

将 合成 的 Novel-31”mimics 转 染 家 看 BmN Zl 
胞 ,定量 检测 溶血 素 基 因 的 表达 变化 。 合 成 的 
Novel-31 * mimics 正义 链 :CUAUACACUACCGUUAC 
CGGC; 反 义 链 : CGGUAACGGUAGUGUAUAGUU; BH 
性 对 照 (NC) 正义 链 : UUCUCCGAACGUGUCACGUT 
T; 阴 性 对 照 反 义 链 : ACGUGACACGUUCGGAGAA 
TT。 转 染 具 体 步 又 : 转 染 前 1 d 将 BmN 细胞 接种 到 
6 孔 板 中 ,确保 细胞 密度 50% ~ 60%。 取 适量 
DEPC 处 理 水 溶解 干粉 状 mimics 及 NC ,浓度 为 20 
pmol/L, PEHI O pL 转 染 试剂 NEOFECT 加 入 
到 100 uL 150 mmol/L NaCl 溶液 ,混合 均匀 ,室温 放 
置 5 min; 取 6 uL Novel-31 mimics 及 6 uL 阴性 对 
照 (NC) 分 别 溶 于 100 uL 150 mmol/L NaCl 溶液 , 混 
匀 , 室 温 静 置 5 min; 将 转 染 试剂 混合 液 分 别 加 到 
Novel-31 混合 液 和 NC 混合 液 中 , 轻 轻 混 匀 ,室温 放 
置 20 min ,以 便 形 成 转 染 复合 物 ;将 200 pL 转 染 复 
合 物 加 到 6 孔 板 的 培养 基 中 ,轻柔 摇晃 细胞 培养 板 
混 匀 。 将 家 看 BmN 细胞 放置 恒温 培养 箱 26Y 培 
养 ,分 别 于 24, 48 和 72 h 后 收集 细胞 , 提取 总 
RNA ,按照 1.7 节 方 法 检测 BmN 细胞 涂 血 素 基因 表 
达 变 化 。Novel-31 * mimics 和 NC 分 别 设 3 个 重复 。 





























2 结果 


2.1 Novel-31 * 靶 基 因 预 测 
ZÆ miRNA Novel-31“ 是 前 期 研究 在 BmCPV 
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感染 的 家 看 中 肠 中 发 现 的 差异 表达 miRNA 之 一 ,其 
序列 为 CTATACACTACCGTTACCGGC ( Wu et al., 
2013). 。 使 用 靶 基 因 预 测 软 件 进行 Novel-31 * B8 3 
因 预 测 , 发 现 Novel-31 ”与 家 看 溶血 素 基 因 
( GenBank 登录 号 : NM_001111347. 1) ff] 5' UTR ù 
存在 结合 部 位 , 且 结 合 自由 能 低 于 -20 kcal/mol, 
此 确定 溶血 素 基因 是 miRNA Novel-31 * nJ fE HJ YEA 
因 ( 图 1)。 洲 血 素 基因 属于 昆虫 凝集 素 类 ,参与 昆 
虫 免疫 过 程 。 

mfe: -28.0 kcal/mol 

Hemocytin 5 A CA 3 


CGGUAAC UAGUGUAUAG 
GCCAUUG | AUCACAUAUC 


Novel-31* 5S CG CC 3' 















































图 1  Novel-31 * $E X D] J 


Prediction of Nove-31* target gene 


Fig. 1 


2.2 RE 5 龄 幼虫 感染 Bm CPV 后 血 淋 巴 及 中 肠 
中 Novel-31 ”的 表达 水 平 

KE 5 龄 幼虫 感染 BmCPV 后 ,不 同时 间 点 取 家 
看 血 淋 巴 与 中 肠 , 提 取 总 small RNA 反 转 录 , 通 过 
Stem-loop qRT-PCR 检测 Novel-31 ”在 不 同时 间 点 的 
表达 情况 ,采用 2 “人 "法 分 析 数 据 。 结 果 表 明 ,家 
不 感染 BmCPV 后 ,与 对 照 组 相 比 , 血 淋 巴 中 Novel- 
31'1E 12 -96h 均 明显 上 调 表达 , 且 上 调幅 度 较 大 
(图 2: A); 而 在 中 肠 组 织 中 ,实验 组 与 对 照 组 
Novel-31 ”的 表达 前 期 无 明显 差异 ,实验 组 在 96 h 表 
达 显 车 提高 (图 2: B) ,这 与 我 们 前 期 研究 进行 的 小 
RNA 测序 结果 一 致 ( Wu et al., 2013) 。 
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图 2 RÆ 5 龄 幼虫 感染 BmCPV 后 Novel-31 在 血 淋 巴 (A) 和 中 肠 (B) 中 的 表达 谱 





Fig. 2 Expression patterns of Novel-31”in hemolymph ( A) and midgut (B) of the 5th instar larvae of 


Bombyx mori after infection by BmCPV 
对 照 组 添 食 生理 盐 水 ,实验 组 添 食 感染 BmCPV。 在 同一 感染 时 间 的 对 照 组 和 实验 组 之 间 的 数据 进行 上 检验 分 析 , 星 号 表示 差异 显著 (已 <0.05 ) 。 


图 3 [i], Saline solution is used as the control group, and BmCPV-infected is as the test group. Data between the control group and the test group at the 

















same infection time were analyzed using Student’ s t-test and the asterisk above bars indicates significant difference ( P «0.05). The same for the Fig. 3. 
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2.3 RE 5 db rg ES BmCPV 后 血 淋 巴 及 中 肠 
中 溶血 素 基 因 的 表达 水 平 


情况 ,采用 2 ^^ “法 分 析 数 据 。 结 果 表 明 , 家 等 感 
染 BmCPV 后 ,与 对 照 组 相 比 , 血 淋 巴 中 溶血 素 基 因 





KE 5 龄 幼虫 感染 BmCPYV 后 ,不 同时 间 点 取 家 
看 血 淋 巴 及 中 肠 , 提 取 总 RNA 反 转 录 , 通 过 实时 菊 
光 定量 PCR 检测 溶血 素 基 因 在 不 同时 间 点 的 表达 
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图 3 285 龄 幼虫 感染 BmCPV 后 溶血 素 基 因 在 血 淋 巴 (A) 和 中 肠 (B) 中 的 表达 谱 





在 12-72 h 均 呈 明 显 上 调 表 达 ,96 h 差异 不 明显 
(图 3: A); 而 在 中 肠 组 织 溶血 素 基 因 的 表达 无 明 
显 差异 (图 3: B). 
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Fig. 3 Expression patterns of hemocytin gene in hemolymph ( A) and midgut (B) of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


2.4 载体 pPLNHX-UTR-GST 及 pLKO. 3G-miR- 
N31 的 构建 与 细胞 转 染 效率 

将 靶 基 因 的 $'UTR 152 bp 片段 与 GST 标签 676 
bp 片段 插入 到 慢 病 毒 载体 构建 得 到 重组 质粒 
PLNHX-UTR-GST, 使 用 限制 性 内 切 酶 Nor D #0 
BamH I 酶 切 该 重组 质粒 ,得 到 约 828 bp 的 目的 片 
段 ( 图 4: A) ,进一步 测序 结果 显示 重组 质粒 构建 成 
功 。miRNA 慢 病 毒 表 达 载 体 pLKO. 3G-miR-N31 * 
由 体外 合成 的 Novel-31 * 前 体 序列 及 其 反 义 链 退 火 
形成 的 双 链 片段 插入 载体 构建 而 成 (图 4: B) ,测序 
显示 重组 质粒 构建 成 功 。 将 重组 质粒 PLNHX-UTR- 
GST 和 pLKO. 3G-miR-N31 * 分 别 转 染 293T 细胞 。 
pLNHX-UTR-GST 转 染 293T 细胞 后 提取 总 RNA 反 
转录 ,RT-PCR 检测 表明 该 质粒 成 功 转 人 293T 细 
胞 , 旦 稳定 表达 ;由 于 重组 质粒 pLKO. 3G-miR-N31 * 
带 有 报告 基因 EGFP, 转 染 293T 细胞 后 ,在 获 光 显 
微 镜 下 能 够 看 到 带 绿 色 菊 光 的 细胞 (图 5$: A) ,表明 
pLKO. 3G-miR-N31 * 也 成 功 转 染 293T 细胞 , 转 染 效 
率 达 到 6090 。 
2.5 Novel-31 对 靶 基 因 表 达 的 调控 效果 

通过 生物 信息 学 预测 ,本 实验 将 Novel-31" 与 溶 
血 素 基因 5'UTR 可 能 的 结合 部 位 构建 在 GST 标签 
的 5' 端 ,通过 检测 GST 标签 的 表达 ,来 检测 Novel- 
31 对 溶血 素 基 因 的 调控 作用 。293T 细胞 转 染 重组 
质粒 pLNHX-UTR-GST 24 h 后 , 转 染 Novel-31 * 表达 
载体 pLKO. 3G-miR-N31 * ,分 别 于 24 及 48 h 后 收 
集 细胞 ,提取 总 RNA 反 转 录 , 通 过 实时 严 光 定量 
PCR 检测 GST 标签 在 不 同时 间 点 的 表达 情况 ,采用 
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图 4 miRNA 和 和 靶 基因 慢 病毒 载体 构建 检测 
Fig. 4 Verification of expression vectors 

A: pLNHX-UTR-GST 双 酶 切 Double enzymatic digestion of pLNHX- 
UTR-GST. M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA. molecular weight marker; 1 : 
pLNHX-UTR-GST 双 酶 切片 段 Double digested fragments of pLNHX- 
UTR-GST. B: Novel-31* 前 体 双 链 DNA 电泳 检测 Detection of 
double-stranded DNA of Novel-31 * precursor. M; DNA 分 子 量 标准 
物 DNA molecular weight marker; 1; Novel31* 前 体 双 链 DNA 
( Double-stranded DNA of Novel-31 * precursor). 








2 法 分 析 数 据 。 结 果 表 明 , 对 照 组 转 染 重组 质 
Tii pLNHX-UTR-GST 及 空 质粒 pLKO. 3G 后 ,两 个 时 
间 点 GST 标签 均 稳 定 表达 ,实验 组 转 染 pLNHX-UTR- 
GST 及 pLKO. 3G-miR-N31 * 后 ,GST 标签 基因 表达 均 
上 调 , 且 上 调 表达 显著 ,说 明 Novel-31 * 能 与 溶血 素 基 
S'UTR 结合 ,有 旦 能 上 调 溶 血 素 基因 的 表达 (图 6)。 
2.6 Novel-31* mimics 对 BmN 细胞 靶 基 因 表 达 的 
调控 效果 

为 了 进一步 证 明 Novel-31 * XF RÆ Y ifii AEA 
表达 的 调控 作用 ,合成 了 Novel-31" mimics 及 阴性 对 
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5 pLKO.3G-miR-N31 * 转 染 293T 细胞 
Fig. 5 293T cells transfected with pLKO. 3G-miR-N31 * 
A: 荧光 显微镜 Fluorescent microscope; B; 普通 光学 显微镜 Light microscope. 标尺 Scale bar = 100 pam. 
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图 6 Novel-31* 对 报告 基因 GST 的 表达 调控 

Fig. 6 Regulation on expression of reporter gene 

GST by Novel-31 * 

对 照 组 为 pLNHX-UTR-GST + pLKO. 3G ,实验 组 为 pLNHX-UTR- 
CST+PLKO0.3C-miR-N31”。 在 同一 转 娄 时 间 的 对 照 组 和 实验 组 之 
间 的 数据 进行 1 检验 分 析 , 星 号 表示 差异 显著 (P<0.05)。pLNHX- 
UTR-GST + pLKO. 3G is used as the control group, and pLNHX-UTR- 
GST + pLKO. 3G-miR-N31* is as the test group. Data between the 


control group and the test group at the same transfection time were 

















analyzed using Student’ s t-test and the asterisk above bars indicates 


significant difference ( P «0.05). 


照 (NC) 序 列 , 分 别 转 染 家 和 蛋 BmN 细胞 转 染 ,分 别 于 
24, 48 和 72 h 后 收集 细胞 ,通过 qRT-PCR 检测 家 
乍 溶血 素 基 因 在 不 同时 间 点 的 表达 情况 。 结 果 表 
HH ,实验 组 与 对 照 组 相 比 ,溶血 素 基 因 在 转 染 Novel- 
31* mimics 后 48 h 呈现 显著 的 上 调 表达 ,至 72 h 时 
该 基因 仍然 呈 上 调 表达 ,但 上 调 表达 水 平 有 所 下 降 ， 
可 能 是 由 于 人 工 合成 的 mimics 发 生 降 解 所 致 ; NC 
组 与 对 照 组 相 比 ,溶血 素 基因 表达 均 无 明显 差异 。 
直接 证 实 了 Novel-31” 对 溶血 素 基因 表达 的 正 调控 
作用 (图 7)。 


3 讨论 





miRNA 是 生物 体 产生 的 单 链 小 RNA 分 子 ,通过 与 
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到 7  Novel-31* mimics XI XÆ BmN 细胞 溶血 素 
基因 表达 的 调控 作用 


Fig. 7 Regulation on expression of hemocytin gene 














by Novel-31 * mimics in BmN cells 
对 照 组 为 转 染 试剂 NEOFECT"" + NaCl 溶液 ; Mimics 组 为 mimics + 
转 染 试剂 NEOFECT + NaCl 溶液 ; NC 组 为 NC + 转 染 试剂 + NaCl 
溶液 。 在 同一 转 染 时 间 的 对 照 组 与 实验 组 之 间 的 数据 进行 上 检验 
分 析 , 星 号 表示 差异 显著 (P <0. 05), Transfection reagent 
NEOFECT'" + NaCl is used as the control group, mimics 十 
NEOFECT'" + NaCl is as the mimics group, and NC + NEOFECT + 
NaCl is as the NC group. Data between the control group and the mimics 
group or NC group at the same transfection time were analyzed by 
Student’ s t-test, and the asterisk above bars indicates significant 


difference ( P «0.05). 


mRNA 的 结合 ,调控 生物 的 多 种 生理 过 程 
( Carrington and Ambros, 2003) 。 众 所 周知 ,miRNA 
KESWA 3 UTR 结合 , 负 调 控 诅 基因 的 表达 
(Li et al., 2014a) 。 近 来 研究 发 现 miRNA 也 能 够 与 
IEA S'UTR 结合 ,上 调 衣 基因 的 表达 。0rom 等 
(2008) 人 研究 发 现 , miRNA miR-10a 与 核糖 体 和 蛋白 
mRNA 序列 S'UTR 结合 ,增强 其 翻译 过 程 ,过 表达 
miR-10a 能 够 增强 核糖 体 蛋 白 表 达 和 核糖 体 生 成 过 
程 ,而 抑制 内 源 性 miR-10a 生成 ,导致 核糖 体 蛋 白 合 
成 减少 。Mortimer 和 Doudna (2013 ) 研究 发 现 人 肝 
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寺 异 性 miRNA miR-122 与 两 型 肝炎 病毒 (HCYV ) 的 
S'UTR 有 两 个 结合 位 点 , 且 会 正 调控 该 病毒 粒子 的 
产生 。Tsai 等 (2009 ) 发 现 小 鼠 受 体 相互 作用 蛋白 
140( RIP140) 5j miR-346 存在 结合 部 位 , 且 miR-346 
上 调 RIP140 蛋白 的 表达 。 本 研究 通过 生物 信息 学 
方法 预测 ,家 看 miRNA Novel-31 的 靶 基 因为 家 看 
的 溶血 素 基 因 , 且 其 结合 位 点 也 位 于 溶血 素 基 因 的 
5'UTR 区 域 。 

目前 ,研究 家 在 miRNA 5 HHE JE D 89 35] f E 
用 ,大 多 采用 双 殉 光 素 酶 表达 系统 (Wang et al., 
2016) ,然而 其 表达 具有 了 瞬时 性 ,结果 不 稳定 。 由 于 
慢 病 毒 表达 载体 具有 转 染 效率 高 且 稳定 表达 等 特点 

(EWEEK, 2006) ,因此 本 实验 构建 慢 病毒 表 
达 载 体 表达 UTR 及 miRNA。 通 过 构建 慢 病 毒 表达 
载体 pLKO. 3G-miR-N31 * 和 pLNHX-UTR-GST ,验证 
ZÆ Novel-31 对 其 靶 基 因 溶血 素 基因 的 调控 作用 ， 
发 现 Novel-31 能 够 上 调 溶血 素 基 因 的 表达 , 且 结 曙 
具有 稳定 性 。 

前 期 研究 通过 小 RNA 测序 ,在 BmCPV 感染 的 
家 看 中 肠 组 织 中 发 现 了 一 些 差 异 表达 miRNA ,生物 

言 息 学 分 析 表 明 这 些 差 异 表达 的 miRNA 可 能 在 家 
盔 抵 御 病 毒 感 染 的 免疫 反应 中 发 挥 作用 (Wu et al., 
2013), Novel-31 "是 其 中 差异 表达 的 miRNA 之 一 。 
本 研究 实时 荧光 定量 PCR 检测 结果 进一步 表明 ,在 
BmCPV 感染 的 家 鼻血 淋巴 中 ,不 仅 miRNA Novel- 
31 基因 呈现 明显 的 上 调 表达 ,同时 其 靶 基 因 游 血 
素 基 因 也 呈现 明显 的 上 调 表 达 , 而 且 采 用 慢 病 毒 载 
体 在 293T 细胞 内 证 实 Novel-31 能 与 溶血 素 基因 的 
S'UTR 区 域 结合 ,进而 上 调 溶血 素 基 因 的 表达 。 另 
外 ,将 Novel-31”mimic 转 染 家 看 培养 细胞 ,溶血 素 
基因 被 上 调 表 达 , 直接 验证 了 miRNA Novel31 * 对 
溶血 素 基 因 表 达 的 调控 作用 。 家 看 中 肠 组 织 
Novel-31 “只 在 感染 BmCPV 后 96 h 呈现 明显 的 上 
调 表达 , 这 与 我 们 对 BmCPV 感染 的 家 看 中 上 肠 小 
RNA 测序 所 得 结果 一 致 ,但 浴血 素 基 因 在 家 和 中 肠 
的 表达 总 体 上 无 明显 差异 。 家 看 溶血 素 是 昆虫 凝集 
素 的 一 种 ,参与 体液 免疫 过 程 ,但 是 目前 与 溶血 素 有 
关 的 研究 报道 较 少 (Yamakawa and Tanaka, 1999) 。 

本 研究 的 结果 表明 ,BmCPV 对 家 等 的 感染 可 以 
诱导 miRNA Novel-31 “的 表达 ,miRNA Novel-31 * © 
著 上 调 血 淋巴 中 溶血 素 基 因 的 表达 ,提示 Novel-31 * 
可 能 通过 调控 溶血 素 基 因 的 表达 来 调控 家 乔 的 体液 
免疫 功能 。 前 期 研究 发 现 ,BmCPV US Ze dz B rp 
肠 组 织 , 在 中 肠 细胞 中 复制 繁殖 ,因此 中 上 肠 组 织 中 一 
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发 现 , 家 看 感染 BmCPV 后 , Novel-31” 和 溶血 泰 基因 
在 血 淋 巴 中 均 呈 现 明显 的 上 调 表达 趋势 。 因 此 ， 
Novel-31 * 和 溶血 素 是 否 都 与 家 奉 抵 御 BmCPV 感染 
有 关 , 还 有 待 今后 进一步 进行 深入 研究 。 生 物 信息 
学 预测 结果 表明 Novel-31 * Yt Hof S8 XE DS] ,如 热 激 
蛋白 70(hsp70) 基因 ( Li et al., 2014b) 、 钙 网 和 蛋白 
(CRT) 基 因 ( Goo et al., 2005) 等 ,但 它们 的 功能 与 
昆虫 免疫 相关 不 大 。 本 研究 初步 揭示 Novel-31* 对 
溶血 素 基 因 有 调控 作用 ,为 进一步 研究 溶血 素 基因 
的 功能 提供 了 一 定 的 实验 依据 。 
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